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Диатомовые водоросли представляют собой доминирующую группу микроскопических эука-

риотических организмов в водных экосистемах, обеспечивая до 25 % мировой первичной продук-
ции и играя фундаментальную роль в глобальных циклах углерода, кремния и азота [1, c. 1]. Среди 
них представители рода Pinnularia выделяются особой экологической пластичностью, демонстри-
руя способность к выживанию в экстремальных условиях [2, c. 734]. 

Кобальт, являясь эссенциальным микроэлементом, при превышении физиологических норм 
становится мощным ингибитором, провоцирующим окислительный стресс и угнетение фермента-
тивных систем живых организмов [3, c. 13]. Применительно к диатомовым водорослям чувстви-
тельность к ионам металлов представляет особый интерес в контексте изучения их протеолитиче-
ской активности. Ранее нами было выявлено наличие нейтральных и щелочных протеаз в гомоге-
натах клеток P. diatomophyta, зависящих от pH среды [4, с. 297].  

Цель работы выявить влияние ионов кобальта in vitro на протеолитическую активность гомоге-
натов клеток диатомовой водоросли пиннулярии.  

Исследования проведены на культуре диатомовой водоросли P. diatomophyta. Условия выра-
щивания водоросли, забор ее биомассы осуществляли как ранее описано нами [4, c. 296].  

К биомассе пинулярии 0,05 ± 0,01 г дополнительно вносили 1 мл дистиллированной воды и го-
могенизировали на льду в течение 4-х минут. Хлорид кобальта (II) вносили к гомогенату клеток в 
соотношении 1:1 в конечных концентрациях 10–8–10–2 М. В контрольный образец соль кобальта не 
добавляли. 
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Протеолитическую активность полученных гомогенатов определяли по лизису казеина и жела-
тина в тонком слое агарового геля [5, c. 16]. В качестве растворителя при приготовлении белок-
агаровых пластин использовали буферные растворы: 0,15 М трис-НCl, pH 7,5 и 9,0, 0,2 М ацетат-
ный, pH 5,5 и раствор 0,15 М NaCl, pH 7,5 [6]. Инкубировали пластины с нанесенными образцами 
по 10 мкл при 37 °С в течение 20 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой пластин 1 н хлорной 
кислотой.  

Исследования проведены пятикратно. Полученные результаты обработаны статистически с вы-
числением t-критерия Стьюдента. 

Воздействие ионов кобальта на активность протеаз гомогенатов клеток P. diatomophyta, зависе-
ла от концентрации соли кобальта и значения pH среды. Казеинолитическая активность протеаз 
водоросли в ряде случаев значительно превышала желатинолитическую (таблица). 

 
Таблица – Площади зон расщепления казеина и желатина протеазами гомогенатов клеток 

Pinnularia diatomophyta в присутствии ионов кобальта, n = 5 
 

Концентра-
ция 

CoCl2, М 

Буферные растворы 

0,15 М NaCl, 
pH=7,5 

0,15 M трис-НCl, 
pH =9,0 

0,15 M трис-НCl, 
pH =7,5 

0,2 М ацетатный, 
pH =5,5 

Белки-субстраты 

Желатин Казеин Желатин Казеин Желатин Казеин Желатин Казеин 

Площадь зон расщепления, мм
2
 

Контроль 61,2±3,2 214,5±6,7 45,5±3,5 90,1±2,7 64,5±2,3 157,6±5,4 38,5±3,3 51,3±2,2 

10-8 94,2±4,3* 256,2±8,1* 90,3±6,6* 134,2±5,0* 92,3±2,1* 164,2±6,0 36,1±3,2 49,2±2,3 

10-7 78,4±4,2* 199,1±8,8 56,2±2,5* 107,1±5,6* 76,4±4,7 135,2±5,2* 28,3±2,4 35,7±1,6* 

10-6 65,7±3,8 167,3±6,4* 47,1±4,8 90,4±4,0 62,5±3,2 108,5±4,2* 23,6±4,3 24,5±1,7* 

10-5 51,3± 4,8 146,2±6,0* 30,3±2,8* 81,3±3,5 56,3±2,6* 94,1±4,0* 19,5±5,2* 20,5±1,4* 

10-4 40,5±3,6* 130,4±5,7* 24,5±4,5* 72,2±4,8* 45,5±3,3* 80,3±3,9* 16,5±1,6* 16,2±1,3* 

10-3 32,2±3,4* 119,2±5,0* 22,5±5,0* 59,2±4,0* 35,1±4,7* 71,5±3,0* 12,3±3,6* 14,6±0,9* 

10-2 26,5±3,0* 106,8±4,5* 21,5±2,8* 46,2±2,6* 27,2±4,0* 57,5±2,7* 11,1±2,5* 11,4±0,9* 

Примечание: * – изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05  
 
При pH 7,5 и 9,0 ионы кобальта в концентрации 10-8 М выступают в роли мощного активатора 

протеолитических систем. Наиболее выраженный лизис желатина и казеина зафиксирован в 0,15 
М трис-HCl буфере при pH 9,0, увеличение в 2 и 1,5 раза соответственно по отношению к контро-
лю. 

В 0,15 М растворе NaCl, pH 7,5 желатинолитическая активность увеличивалась на 53,9 %, а ка-
зеинолитическая – на 19,4 % по отношению к контролю. В слабокислой среде такого эффекта не 
наблюдалось.  

При низких концентрациях эффектора, активность протеаз гомогенатов может быть объяснена 
ролью Co2+ как кофактора металлопротеаз. Учитывая, что кобальт способен входить в активные 
центры ферментов или выступать в качестве аллостерического модулятора, видимо в малых дозах, 
он стабилизирует конформацию ферментных систем водоросли, способствуя более эффективному 
их связыванию с субстратом [2, c. 734]. 

С увеличением концентрации Co2+ от 10-8 М до 10-2 М наблюдается последовательное и зако-
номерное уменьшение активности протеаз водоросли на двух субстратах. В щелочной среде при 
концентрациях кобальта 10-5–10-2 М лизис желатина снижался на 33,4–52,7 %, а казеина на 9,7–
48,7 % по отношению к контролю. 

В нейтральной среде в трис-HCl буфере подавление казеинолитической активности происходи-
ло более интенсивно по сравнению с раствором NaCl. Так, при концентрации Со2+ 10-2 М актив-
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ность в трис-HCl снизилась на 63,5 %, тогда как в NaCl – на 50,2 %. по отношению к контролю. 
Желатинолитическая активность в данных условиях по отношению к контролю снижалась на 
56,7–57,8 % соответственно. Без эффектора протеолитическая активность гомогенатов в данных 
средах на желатине были близки (различие менее 5%), что свидетельствует о незначительном вли-
янии природы буфера на ферментативную активность в отсутствие кобальта.  

Наибольшее подавление протеолитической активности зафиксировано в слабокислой среде (рН 
5,5). В этих условиях наблюдалось достоверное дозозависимое снижение площадей лизиса для 
обоих субстратов в присутствии кобальта. При максимальной концентрации ионов металла жела-
тинолитическая активность снизилась в 3,5 раза, а казеинолитическая – в 4,5 раза по сравнению с 
контролем.  

Ионы кобальта в концентрации 10⁻⁸ М оказывают стимулирующее действие на протеолитиче-
скую активность гомогенатов клеток P. diatomophyta в нейтральных (рН 7,5) и щелочных (рН 9,0) 
средах. В концентрациях 10⁻6 М и выше ионы кобальта ингибируют действие протеаз водоросли. 

Сравнение буферов с одинаковым pH 7,5 показало, что природа буферной системы оказывает 
более выраженное влияние на казеинолитическую, нежели на желатинолитическую активность. 

Наиболее выраженное подавление протеолиза зафиксировано при pH 5,5 при максимальных 
концентрациях кобальта 10⁻2 М.  

Наивысшая протеолитическая активность как в контроле, так и в опытных группах наблюда-
лась в нейтральном растворе NaCl pH 7,5, что согласуется с ранее установленной зависимостью 
действием протеиназ P. diatomophyta от рН среды. 
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